カッショクフキュウキングレオフィラムトラベウムユライノオーキシャリーアクティビティーズファミリーナインコウソニカンスルケンキュウ by 小嶋, 由香 & コジマ, ユカ
（様式 14） 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 2019年	 3月	 8日 
 
学 位 論 文 の 内 容 の 要 約 
 
氏	 	 名 小嶋	 由香 
学位の種類 博士（農学） 
学府又は研究科・専攻 大学院連合農学研究科	 環境資源共生科学専攻 
指導を受けた大学 東京農工大学	  
学位論文題目 褐色腐朽菌 Gloeoephyllum trabeum由来の Auxiliary Activities 
Family 9酵素に関する研究 
 
【論文の内容の要約】 
	 褐色腐朽菌の木材腐朽様式は非常にユニークであり, リグニンを変質させるのみでほと
んど除去せずにセルロースおよびヘミセルロースを分解することや, 菌糸から離れた S2層
から顕著な分解が始まることが知られている. また, ほとんどの褐色腐朽菌は結晶性セル
ロースを分解するために不可欠な酵素および酵素構造を遺伝子レベルで欠損していること
が明らかとなっている. このような腐朽現象や不完全な酵素分解系を説明するため, 褐色
腐朽菌は他の糸状菌とは異なり錯体介在型フェントン反応によって発生するヒドロキシラ
ジカルを利用して腐朽初期の分解, 特に結晶性セルロースの低分子化を行っているという
説が一般的に受入れられてきた. しかしながらその詳細は未だに不明な点が多く, 疑問の
余地が残る. そこで, CAZyデータベースの Auxiliary Activities Family 9に属する溶解性
多糖モノオキシゲナーゼ（LPMO9）に着目した. LPMO9 は結晶性セルロースを酸化的に
低分子化する酵素であり, いくつかの酵素を欠損している褐色腐朽菌においても LPMO9
コードする遺伝子は見出されている. このことから, LPMO9 が褐色腐朽メカニズムの鍵を
握る重要な役割を担っている可能性は高いと考えた. 本研究では, 代表的な褐色腐朽菌で
ある Gloeophyllum trabeum を対象として, 本菌が有する LPMO9 の詳細な機能を明らか
にすることを目的として研究を実施した.  
	 第二章では, G. trabeumが有する全ての LPMO9遺伝子の転写産物をクローニングする
ことで全長のヌクレオチド配列を明らかにした. 得られた配列を基に分子系統解析および
アミノ酸アラインメントを実施し, G. trabeumが有する LPMO9の機能を推測した. 第三
章では, G. trabeumが有する LPMO9のうちの１つである GtLPMO9A-2を酵母菌を宿主
とした組換え酵素として発現させた. 精製した組換え酵素および比較対象として既知の
Neurospora crassa（和名: アカパンカビ）由来 LPMO9を用いて種々のセルロースおよび
ヘミセルロースに対する活性を評価した. さらに HPAEC-PADおよびMALDI-ToF/MSに
より生成物を解析することで基質認識部位を調査した. 第四章では, GtLPMO9A-2の C末
端に付加する機能未知ドメインがセルロース結合ドメインであるという仮説を検証するた
めに, 本ドメインの N 末端に赤色蛍光タンパク質を融合した組換えタンパク質を組換えタ
ンパク質として生産し, 種々の多糖類に対する吸着能を調査した. 比較対象として赤色蛍
光タンパク質をN末端に融合した既知のTrichoderma reesei由来CBM1を用いた. そして
第五章では, 上記３つの研究で得られた知見を基にして, 褐色腐朽菌におけるLPMO9の生
理学的な役割を考察した.  
	 本研究の実験結果から, 褐色腐朽菌の実際の木材分解メカニズムにおいても LPMO9 が
機能していることが強く示唆され, さらに少なくともキカイガラタケ目の褐色腐朽菌の多
くは結晶性セルロース結合ドメインを有する酵素を保持することが明らかとなった. これ
らの結果は, 褐色腐朽菌が錯体介在型フェントン反応を利用しているという定説を支持す
る根拠の１つを覆すものであり, この説の大きな根拠である S2層から分解を始めるという
現象についても慎重に見直す必要があるのではないかと思われる. さらに, G. trabeum が
木材を分解する時に発現している遺伝子の約 3~5 割は機能未知遺伝子であることからも, 
これまで欠損していると考えられてきた酵素やドメイン構造に代わる GtLPMO9A-2 のよ
うな酵素が褐色腐朽菌に存在する可能性は高いと考えられる.  
 
 
